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RESUMEN

El incremento en la intensidad productiva de la industria avicola ha llevado a un aumento
de enfermedades infecciosas y, por consecuencia, a un mayor uso de antimicrobianos
(AMs) como agentes metafilacticos y terapéuticos. El extenso uso de estos fArmacos ha
causado un gran impacto en la salud publica, animal y ambiental a nivel mundial, debido a
que son liberados hacia el ambiente, en gran medida, mediante residuos en heces de
animales tratados con ellos, llegando asi a suelos, flujos de agua, aire y biota. El polvo en
las producciones animales contiene particulas de deyecciones, entre otros materiales
organicos, las cuales contienen residuos de AM, este, se mantiene en suspension y es
diseminado por el ambiente mediante corrientes de aire o movimiento de individuos. La
sulfacloropiridazina (SCP) es un AM de la familia de las sulfonamidas, la cual es
ampliamente utilizada en la industria avicola y es excretada mediante las deyecciones de
pollos Broiler tratados con ella, pudiendo asi contaminar el ambiente productivo,

entendiéndose este como “todo estiércol, cama, alojamiento u otros animales presentes”.

Para evaluar la diseminacion de residuos desde grupos de animales tratados oralmente
con SCP hacia grupos centinelas, se dispuso de 3 grupos experimentales (A, B.1y B.2) y
1 grupo control (C) de 10 pollos Broiler cada uno, criados bajo condiciones controladas. Al
grupo A se le traté con una formulaciéon comercial de SCP soédica al 10%, durante 5 dias,
mientras que los otros dos grupos no fueron tratados y se encontraban en un corral
contiguo (B.1) y en uno a 30 cm (B.2) del grupo en tratamiento. Finalizando en
tratamiento, se tomaron muestras de deyecciones de todos los grupos, por estimulacién
cloacal, los dias 3, 6, 9, 12, 15 y 18 y cuantificaron las concentraciones de residuos de
SCP en ellas, mediante HPLC-MS/MS.

En el grupo A se encontraron concentraciones residuales de SCP hasta el dia 15 post
tratamiento, las cuales fluctuaron entre 18,62 y 718,17 pg/kg, en promedio. Por su parte,
en el grupo B.1 y grupo B.2 se detectaron residuos de SCP en concentraciones bajo el
Limite de cuantificacion (LOQ), las cuales perduraron hasta el dia 12 post tratamiento y el
dia 3 post tratamiento, respectivamente. Se realiz6 un ANOVA de un factor de las
concentraciones obtenidas de los 3 grupos, obteniendo un p-valor menor a 0,05, por lo
gue se determin6 que existe diferencia entre los grupos de estudio. Posteriormente, se
realizé un ANOVA de un factor de las concentraciones obtenidas en los grupos B.1y B.2,
obteniendo un p-valor mayor a 0,05, estableciendo que no hay diferencia significativa en

la diseminacion a las diferentes distancias aplicadas.



Finalmente, se concluye que existe diseminacién de SCP hacia el ambiente productivo
desde las deyecciones de un grupo de pollos Broiler tratados con ella, y que no hay
diferencia significativa en la diseminacion de SCP bajo los 30 cm de distancia del grupo

en tratamiento.

Palabras claves: residuos antimicrobianos, sulfacloropiridazina, deyecciones,

diseminacion, industria avicola, HPLC-MS/MS.
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ABSTRACT

The increase in the productive intensity of the poultry industry has led to an increase in
infectious diseases and, consequently, to a greater use of antimicrobials (AMs) as
metaphylactic and therapeutic agents. The extensive use of these drugs has caused a
great impact on public, animal and environmental health worldwide due to their release
into the environment, to a large extent, through residues in the feces of the animals treated
with them, reaching soils, water flows, air and biota. Dust in animal production contains
particles of feces, among other organic materials, which contain AM residues, which
remain in suspension and are disseminated through the environment by air currents or
individual’s movement. Sulfachloropyridazine (SCP) is an AM of the sulfonamide family,
which is widely used in the poultry industry, and it is excreted through the droppings of
broiler chickens treated with it, thus contaminating the productive environment, which is

understood as "all manure, bedding, housing or other animals present".

To evaluate the spread of residues from groups of animals orally treated with SCP to
sentinel groups, 3 experimental groups were available (A, B.1 and B.2) and 1 control
group (C) of 10 Broiler chickens each, bred under controlled conditions. Group A was
treated with a commercial formulation of 10% sodium SCP for 5 days, while the other two
groups were not treated and were in an adjacent pen (B.1) and in a pen 30 cm away (B.2)
from the treated group. Subsequently, samples of excreta were taken from all groups by
cloacal stimulation on days 3, 6, 9, 12, 15 and 18 after the end of the treatment, and the

concentrations of SCP residues in them were quantified by HPLC-MS/MS.

In group A, residual SCP concentrations were found up to day 15 post-treatment, which
ranged from 18.62 to 718.17 ug/kg on average. On the other hand, in group B.1 and group
B.2 SCP residues were detected in concentrations below the Limit of Quantification (LOQ),
which lasted until day 12 post-treatment and day 3 post-treatment, respectively. A one-
factor ANOVA was performed on the concentrations obtained from the 3 groups, obtaining
a p-value below 0.05, so it was determined that there exists a difference between the
study groups. Subsequently, a one-factor ANOVA was performed on the concentrations
obtained in groups B.1 and B.2, obtaining a p-value greater than 0.05, establishing that

there is no significant difference in the dissemination at the different distances applied.

Finally, it is concluded that there is dissemination of SCP into the productive environment
from the droppings of a group of broilers treated with it, and that there is no significant

difference in the dissemination of SCP under 30 cm distance from the treatment group.

Vii



Key words: antimicrobial residues, sulfachloropyridazine, droppings, dissemination,
poultry industry, HPLC-MS/MS.
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INTRODUCCION

El incremento en la intensidad productiva de la industria avicola ha llevado a un aumento
de enfermedades infecciosas que afectan a distintas especies de aves, debido al tipo de
sistema productivo en el que se encuentran, el cual incluye condiciones de hacinamiento
espacial, poca ventilacibn en corrales, exposicibn a estrés metabdlico, entre otras
(Hofmann etal.,, 2020). Por este motivo, ha habido un aumento constante en las
cantidades de antimicrobianos (AMs) utilizados en la industria como agentes terapéuticos
y metafilacticos, los que, principalmente, se administran a través del alimento y agua, con
el fin de asegurar un consumo constante del principio activo y asi alcanzar su

concentracion plasmatica efectiva (Deck et al., 2012).

Dentro de los AMs mas ampliamente utilizados en la industria avicola, se encuentra la
sulfacloropiridazina (SCP). Esta molécula es un antimicrobiano de la familia de las
sulfonamidas, y al administrarse junto a trimetoprim, logra mayor eficacia terapéutica,
potenciando su efecto. Estas moléculas, se utilizan para tratar diversas enfermedades de
origen bacteriano en la industria avicola, como la enfermedad cronica respiratoria

complicada, salpingitis, colibacilosis, entre otras (Deck et al., 2012).

El excesivo uso de este tipo de farmacos, tanto en medicina humana como en medicina
veterinaria, ha causado un gran impacto en la salud publica, animal y ambiental a nivel
mundial, debido a que son liberados hacia el ambiente producto de su baja
biodisponibilidad oral, por mal manejo de desechos farmacéuticos asociados a la
produccién o por residuos en deyecciones de animales tratados con ellos, llegando asi a
suelos, flujos de aguas, aire y biota, lo que posteriormente podria contaminar aguas de
consumo, zonas de cultivo y productos agricolas (Agirrezabala et al., 2016). La SCP es
eliminada hacia el ambiente a través de deyecciones de pollos Broiler tratados con ella y
debido a su baja persistencia en suelos, y a su caracter hidrofilico, pasa a aguas
superficiales manteniéndose ahi por un mayor periodo de tiempo (Berendsen et al., 2018).
Estas deyecciones contaminadas con residuos de AMs, al utilizarse como abono en
huertos y praderas o al usar aguas contaminadas con residuos para su riego, pueden
bioacumularse en plantas y vegetales provocando alteraciones en su crecimiento y
desarrollo, a su vez al utilizar estos vegetales como alimento para animales, se pueden
bioacumular en musculo y otras matrices de origen animal, donde finalmente pueden

llegar a humanos, pudiendo ocasionar reacciones adversas al principio activo (RAM),



efectos toxicos variados y resistencia bacteriana a los antimicrobianos (Garcia, 2013;
Minden et al., 2017; Stahl et al., 2016).

Por lo demas, ciertas moléculas de AMs presentes en deyecciones de pollos tratados
farmacologicamente, han contaminado el ambiente cercano (suelos, alimento y agua)
llegando a ser consumidas por otros individuos no tratados farmacol6gicamente,
encontrandose residuos de estas moléculas en las heces de estos ultimos (Pokrant et al.,
2021?). Esto se debe a que particulas de deyecciones de animales, las cuales contienen
residuos de farmacos, estan presentes en el polvo de las producciones avicolas, el cual
permanece en suspension y se puede diseminar mediante corrientes de aire, llegando asi
a superficies y alimentos, ocasionando que exista un consumo involuntario vy
subterapéutico de estas moléculas tanto en humanos como en animales (Lorenzoni y
Hofstetter, 2020). Es asi, como es preciso estudiar si estos residuos de SCP presentes en
deyecciones, podrian a su vez contaminar a otros individuos mediante las condiciones
ambientales asociadas a la produccion avicola, determinando si la distancia es un factor
critico para el traspaso de residuos desde poblaciones tratadas farmacol6gicamente,
hacia poblaciones centinelas.

Este estudio busca determinar si, luego de un tratamiento oral con SCP a pollos Broiler,
existe contaminacion desde sus residuos mediante las deyecciones presente en el polvo,
hacia individuos no tratados o centinelas, ubicados en corrales contiguos y distanciados
del corral de individuos experimentales tratados. El analisis para determinar la
presencia y cuantificacién de SCP, se realiz6 mediante HPLC-MS/MS, método
analitico instrumental de caracter sensible, selectivo y robusto para la
determinacion de residuos en diferentes matrices de origen animal (Pokrant et al.,
2021%), evaluando ademas si la distancia es un factor estadisticamente significativo para

la deteccién de estos residuos en grupos de individuos centinelas.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Uso de antimicrobianos en produccién animal

La eficiencia en la implementacién de la terapia antimicrobiana en la industria animal ha
crecido rapidamente en el tiempo gracias al desarrollo tecnoldgico y cientifico, y a la
necesidad de buscar nuevas herramientas terapéuticas efectivas para el tratamiento de
diversas enfermedades animales, lo que ha permitido descubrir y/o sintetizar nuevas
familias de estas moléculas las cuales son mas efectivas y potentes, y nuevas formas de

administrarlas (Fuentes, 2020).

En el ambito de la medicina veterinaria y produccion animal, existe un amplio uso de este
tipo de farmacos con el fin de resguardar el bienestar animal y la eficiencia productiva
mediante el control y prevencién de enfermedades, lo que de igual manera, fomenta las
buenas préacticas en produccion animal (Gonzalez, 2021). Hoy en dia los AMs se
administran en variados tipos de producciones animales, ya sea de carne o subproductos
y en diferentes presentaciones comerciales (Van Boeckel et al., 2015).

En los Ultimos afos, la industria avicola ha potenciado su crecimiento a nivel mundial,
debido a su bajo costo de produccion, al aumento de los ingresos en paises de menores
recursos, y al aumento global de la demanda de proteinas de mejor calidad (OECD-FAO,
2021). A nivel nacional, representa una de las principales industrias agropecuarias del
sector productivo animal y ha tenido un gran crecimiento en las Ultimas dos décadas,
donde la produccién ha crecido en un 119% a una tasa promedio anual del 4%, llegando a
alcanzar una tasa de crecimiento en la faena y productos de consumo de un 8,7% en el
tercer trimestre del afio 2021, con respecto al mismo periodo del afio 2020 (Giacomozzi,
2015; INE, 2021).

El aumento en los niveles productivos de la industria avicola se relaciona en sus inicios al
uso de concentraciones terapéuticas y subterapéuticas de diferentes AMs, como
promotores de crecimiento (Fuentes, 2020). Lo anterior, condujo al uso excesivo de estos
farmacos, provocando problemas de salud publica, ambiental y animal, siendo uno de los

mas importantes la resistencia bacteriana a estas moléculas (Van Boeckel et al., 2015).
2. Efectos negativos relacionados al uso de AMs

El uso de AMs genera presion de seleccion sobre las bacterias provocando que adquieran
mecanismos de resistencia mediante mutacién o adquisicion de plasmidios, disminuyendo

asi su sensibilidad frente a estos AMs, ocasionando problemas en distintos ambitos



productivos y de salud publica (Fuentes, 2020). En el afio 2019, murieron alrededor de 5
millones de personas debido a infecciones bacterianas que no se pudieron tratar,
producto de bacterias multirresistentes (Murray et al., 2022). A su vez, estas bacterias
pueden causar que para el afio 2050, 28 millones de personas pasen a estado de pobreza
debido a la imposibilidad y falta de recursos para tratar ciertas enfermedades infecciosas
(Banco Mundial, 2016).

Ademas de la seleccion de bacterias resistentes, se encuentra su efecto sobre plantas y
vegetales, donde pequefios residuos de AMs se pueden bioacumular en estos
organismos, alterando su tasa fotosintética y su tiempo de crecimiento. Por otro lado,
estos residuos pueden causar reacciones de hipersensibilidad, toxicidad, disrupcion en el
microbiota intestinal y/o resistencia bacteriana tanto en humanos como en animales
(Minden, 2017). En el caso de las sulfonamidas, al llegar a masas de agua, pueden
provocar mutagenicidad en animales acuéticos y fitotoxicidad en algas (Garcia, 2013). Es
por esto, que diferentes paises han prohibido el uso de estas moléculas como promotores
del crecimiento y han implementado normativas para su control (OPS, 2021).

3. Normativas regulatorias del uso de antimicrobianos

A nivel mundial se han aplicado normativas regulatorias nacionales y/o internacionales
respecto a la utilizacion de AMs en la industria animal, acudiendo a diferentes
herramientas para controlar el correcto uso de estas sustancias, como establecer un
Limite Maximo Residual (LMR) y un periodo de carencia, los cuales son parametros
especificos para cada medicamento y especie animal respectivamente, asegurando que
al momento de la faena este alimento sea inocuo para el consumidor (Codex Alimentarius,
2017). Cabe destacar que estos limites no se establecen para los subproductos
provenientes de las producciones animales, tales como las deyecciones y las camas de
pollos Broiler, las cuales contienen residuos de AMs y se utilizan como abono en
producciones agricola, lo que puede contaminar productos de origen vegetal destinados a

consumo (Pokrant, et al., 2021°; Yévenes et al., 2021).

En Chile se cred el Programa de Uso Responsable y Prudente de los AMs en la
Produccion Primaria Nacional, para asi fomentar su correcto uso (SAG, 2022).
Actualmente, segun la Resolucion exenta N°:6801/2017, esta prohibido el uso de AMs
como promotores del crecimiento animal, por lo que el uso de estos farmacos debe ser

exclusivamente de manera terapéutica, metafilactica o profilactica, y deben ser



administrados por un médico veterinario, profesional que tiene el conocimiento necesario

acerca de las funciones y restricciones de estos medicamentos (SAG, 2017).
4. Sulfonamidas

Las sulfonamidas son una familia de antimicrobianos ampliamente utilizada por diversos
paises (Garcia, 2013). Estas moléculas actian como antagonistas del &acido para-
aminobenzadico (PABA), el cual participa en la sintesis del acido félico, necesario para la
formacion de &cidos nucleicos y consecuentemente la divisidbn y crecimiento del ADN
bacteriano (Deck et al., 2012).

Las sulfonamidas administradas por via oral o parenteral son absorbidas rapidamente y
tienen una amplia distribucion debido a su unién a proteinas plasmaticas, alcanzando
concentraciones séricas maximas (Cmax) 1 a 3 horas post administracion, luego se
metabolizan en el higado y son excretadas por via renal, sin cambios en la molécula
original y como conjugados de &cido acético (Deck et al., 2012; Fuentes, 2020). El uso
terapéutico comun de estos farmacos es para tratar infecciones del sistema reproductor,

de vias urinarias y vias respiratorias, entre otros (Deck et al., 2012).

Un AM importante para la medicina veterinaria, en el grupo de las sulfonamidas, es la
sulfacloropiridazina (SCP). La combinacion de este AM con trimetoprim, tiene una mayor
distribucion y biodisponibilidad que otras sulfonamidas, potenciando su accién frente a
enfermedades comunes presentes en los sistemas avicolas, como la aerosaculitis, coriza

infeccioso e infecciones por Staphylococcus sp., entre otras (Deck et al., 2012).
5. Diseminacion de antimicrobianos al ambiente

Las deyecciones provenientes de animales desde producciones pecuarias, (las cuales
pueden contener residuos de distintas familias de AMs, incluyendo las sulfonamidas), al
momento de su movilizacion ya sea por los mismos animales o por procedimientos de
produccién asociados, pueden vehiculizarse a través del polvo junto a otras particulas,
entre ellas, cemento, material aislante, alimento, plumas y camas (Zhao etal., 2010;
Lorenzoni y Hofstetter, 2020). Estas particulas presentes en el polvo permanecen en
suspension, pudiendo dispersarse en el ambiente productivo debido a corrientes de aire y
movimiento de individuos, llegando a superficies, paredes, comida y agua, donde pueden
ser consumidas por trabajadores, personas en lugares aledafios u otros animales del
plantel (Stahl et al., 2016). Un estudio realizado por Pokrant et al. (2021°) se determind

que, efectivamente, existe diseminacion ambiental de moléculas de AMs, como las



oxitetraciclinas, desde deyecciones de pollos tratados hacia pollos que estaban en
corrales contiguos y aledafios al corral del grupo tratado (individuos centinelas). Por otro
lado, se han realizado diversos estudios donde se ha encontrado moléculas de SCP en
heces o deyecciones de animales, es asi como en un estudio realizado por Yévenes et al.
(2018), donde se estudi6 la excrecién de distintos AMs en el ambiente, provenientes de
deyecciones de pollos Broiler, se determiné que la molécula de SCP es excretada

mediante las deyecciones de aves tratadas, persistiendo en ellas y en el medio ambiente.
6. Deteccion de residuos de antimicrobianos

Existen variados métodos para cuantificar residuos de farmacos, de los cuales, un método
confirmatorio es la Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento acoplado a un
espectrometro de masas en tandem (HPLC-MS/MS), donde el detector, el analito y la
matriz de la muestra van a determinar la selectividad y sensibilidad del método. Esta
técnica permite separar fragmentos idénicos por su relacibon masa/carga, lo que la ha
convertido en un método sensible, selectivo y robusto para la deteccion y cuantificacion
de diversos AMs, tanto en heces como en otras matrices (Talero-Pérez et al., 2014).

Considerando todos los antecedentes previamente expuestos es pertinente realizar un
estudio sobre la diseminacibn medio ambiental que puede tener la SCP desde las
deyecciones de pollos Broiler tratados farmacolégicamente, con el fin de evaluar la
posible contaminacion en individuos centinelas ubicados a diferentes distancias, en el

sistema productivo.



OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la diseminacién ambiental de sulfacloropiridazina (SCP) desde deyecciones de

pollos Broiler tratados oralmente hacia aves no tratadas (grupos centinelas).
Objetivos especificos

1. Determinar las concentraciones residuales de SCP en deyecciones de pollos
Broiler tratados oralmente y en deyecciones de grupos centinelas.

2. Establecer la magnitud de contaminaciéon de residuos de SCP desde un grupo
de pollos Broiler tratados oralmente hacia dos grupos centinelas no tratados,

ubicados a distintas distancias del grupo en tratamiento.



MATERIALES Y METODOS

La fortificacion, extraccion y andlisis de las muestras se realizaron en el Laboratorio de
Farmacologia Veterinaria (FARMAVET) de la Facultad de Ciencias Veterinarias vy

Pecuarias de la Universidad de Chile, que trabaja bajo la normativa ISO/IEC 17025:2017.
1. Animales experimentales

Se utilizaron 40 pollos Broiler machos de la linea genética Ross 308 (Ross®, Aviagen Inc.,
Huntsville, AL, E.E.U.U.), los que fueron adquiridos el dia de su eclosion desde la
empresa Agrosuper S.A. Estos animales fueron criados bajo condiciones controladas, con
una temperatura (25 + 5°C), humedad relativa (50-60%), con libre acceso al alimento y
agua purificada, los que fueron analizados previamente para descartar la presencia de
AMs, proporcionandoles las condiciones 6ptimas segun los requerimientos descritos en el
manual “Ross Broiler Handbook” (Ross, 2018).

Los animales permanecieron hasta una edad de 42 dias en una unidad experimental, la
cual contaba con cuatro corrales de madera, de 1m? cada uno, con una superficie de
suelo liso de plastico y 10 cm de viruta de madera, previamente analizada para descartar
la presencia de residuos de AMs, la cual fue utilizada como material aislante del frio y la

humedad.

El proceso de manejo, mantencion y sacrificio de los animales se hizo bajo las
condiciones de bienestar animal aprobadas por el Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, de acuerdo con lo establecido por
AVMA: Guidelines for the Euthanasia of Animals 2020 (AVMA, 2020) y la Directiva
2010/63/EU. Segun certificado N°22551-VET-UCH (CE, 2010) (Anexo 1).

2. Formulaciones farmacéuticas y administracién

Durante 5 dias, cada 24 horas, se administraron 30 mg/kg de Coliprim® (N° de registro
oficial veterinario: 113), una formulacion comercial de sulfacloropiridazina sodica al 10%
en solucion oral, que se encuentra presente en el Registro de Medicamentos de Uso
Veterinario del Servicio Agricola y Ganadero (SAG) para su administracion en pollos
Broiler (SAG, 2022).

3. Disefio experimental

Se trabaj6é con cuatro grupos (identificados como A, B.1, B.2 y C) de 10 pollos Broiler

cada uno distribuidos aleatoriamente. Se traté individualmente al grupo A con 30 mg/Kg



de Coliprim® cada 24 hrs por 5 dias, mediante sonda orogastrica, para asegurar la ingesta
de la dosis completa. El grupo B.1 se encontraba en un corral contiguo al del grupo Ay el
grupo B.2 en cambio, se ubicé en un corral aledafio, a 30 cm del grupo A. Los grupos B.1
y B.2 no fueron tratados con SCP, y se utilizaron como grupos centinela del experimento.
Finalmente, el grupo C fue el grupo control y se encontraba en un corral fuera del area de
los de animales de estudio, para evitar contaminacion con sulfacloropiridazina (Figura
Nro. 1).

Zona Control Zona Experimental

Grupo B.1 Grupo A

Figura Nro. 1: Distribucién de la unidad experimental. Grupo A es el grupo tratado, grupo
B.1 se encuentra en un corral contiguo al grupo A, grupo B.2 se encuentra a 30 cm del

grupo Ay grupo C es el grupo control, ubicado en la zona control.
4. Soluciones y reactivos

Para la extraccion de SCP desde la matriz deyecciones se utiliz6: agua grado HPLC
(Millipore® o similar), soluciéon buffer fosfato pH 4,0 + 0,1 (EDTA/Mcllvaine), Metanol grado
HPCL (MERCK® o similar) y Acetonitrilo (MERCK® o similar).

Para realizar la solucion tampon EDTA/Mcllvaine se mezclaron 500 mL de la solucion de
acido citrico 0,1 M con 280 ml de fosfato disédico 0,2 M en un matraz de aforo clase A de
2 litros. Luego se afiadieron 74,4 g de Na2EDTA y 1 litro de agua HPLC, posteriormente
se llevo a sonicar hasta que el Na2EDTA estuviese disuelto. Finalmente, se ajusté a pH

4,0 £ 0,1 con solucién de &cido citrico 0,1 M o con tampon de fosfato 0,2 M.



Se utilizaron las siguientes fases mdviles para la lectura instrumental de los analitos. Para
la fase movil A se debieron mezclar 750 mL de agua HPLC con 1000 pL de &cido férmico
puro y finalmente enrazar con agua en matraz aforado clase A. En cambio, para la fase
movil B, se debieron mezclar 375 mL de metanol con 500 uL de acido férmico puro, para

finalmente enrazar con agua HPLC en matraz aforado clase A.

Como estandar interno se utilizé sulfametazina-fenil-13C6 hemihidratada (SMZ 13C6)
obtenida de Sigma Aldrich®, de pureza certificada. Como soluciéon stock se utilizé
sulfacloropiridazina (CAS: 80-32-0) de pureza certificada. Ambos estandares,
manufacturados por Dr. Ehrenstorfer™, fueron utilizados para la fortificacion de muestras,

controles y curvas de calibracién asociados al andlisis instrumental.
5. Obtencién de las muestras

Se recolectaron 10 muestras diarias de deyecciones desde los individuos experimentales
de cada grupo descrito mediante estimulacién cloacal desde cada uno de los corrales;
estas fueron homogeneizadas en tubos de polipropileno para posteriormente ser
analizadas en triplicado. Las muestras fueron recolectadas los dias 3, 6, 9, 12, 15y 18
una vez terminado el tratamiento oral con SCP administrado al grupo A. Las muestras
fueron rotuladas y almacenadas a -20°C hasta su procesamiento y posterior analisis
cromatogréfico. Para el trabajo con animales experimentales y el trabajo de laboratorio se
consideraron las medidas de bioseguridad sugeridas en el Manual de Normas de
Bioseguridad de CONICYT, version 2018 (CONICYT, 2018) y del Comité de Bioseguridad

de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo 2).
6. Tratamiento de muestras

Para la determinacion de SCP desde deyecciones de pollos Broiler tratados, se pes6 1 +
0.01 gramos de deyeccion en un tubo Falcon® de 50 mL y se agregd E.l. a todas las
muestras para luego ser homogenizadas en vértex antes de su extraccion. Se les
afiadieron 8 mL de buffer Mcllvaine-EDTA y después 2 mL de acetonitrilo. Luego de agitar
por 10 min, sonicar por 5 min y centrifugar la muestra por 10 min a 6,722 g, se filtré el
sobrenadante mediante tubos de microfibra de vidrio dispuestos en embudos y se
transfirieron nuevamente a tubos Falcon®. Se agregaron 13 mL de buffer Mcllvaine-EDTA
para diluir las muestras, se agitaron 2 min en vortex y se centrifugaron por 5 min a 6,722
g. Las muestras se cargaron sobre las columnas de extraccion en fase sélida (SPE)
previamente acondicionadas con 5 mL de metanol y 5 mL de agua HPLC. Luego estas

columnas se lavaron con 5 mL de agua grado HPLC y se secaron aplicando vacio. La
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elucién se hizo con 10 mL de metanol hacia tubos de vidrio y se evapor6 bajo flujo de
nitrdgeno. Se reconstruyeron las muestras con 200 yL de metanol y 300 uL de agua,
posterior a eso se agitaron 5 min en vortex, se sonicaron por 5 min y luego se
centrifugaron 5 min a 2,539 g. Se transfiri la fase superior a un microtubo Eppendorf® y
se centrifugaron 10 min a 8,299 g. Por ultimo, las muestras se transfirieron a un vial
mediante una jeringa usando filtros Millipore®, para asi ser analizado por cromatografia

liquida.
7. Analisis instrumental

Para la cuantificacion de residuos de SCP se utilizé6 un cromatografo liquido (Agilent serie
1290), con una columna cromatografica SunfireTM® C18 de 3,5 um y 150 x 2,1 mm. Este
cromatografo se encontraba acoplado a un espectrometro de masa de triple cuadrupolo,
modelo API 5500 (AB Sciex®, Darmstadt, Germany). El andlisis instrumental se realiz6
con el software Analyst® version 1.6.2 2 (Sciex®, Framingham, MA, USA).

8. Verificacion y confirmacion del método analitico

Para la verificacion y confirmacion del método analitico se utiliz6 un método validado para
la matriz y el analito en cuestién (Pokrant et al., 20212), esta verificacion se realizé segun
las recomendaciones de la Decision de la Comisién 2002/657/CE, de la “Food and Drug
Administration” (CE, 2002).

Lo parametros para la confirmacion del método analitico fueron:

1) Tiempo de retencién (TR): Para esto se inyectaron 6 muestras de estandar de
SCP analizando la variabilidad de sus TR, donde se aceptd un Coeficiente de
variaciéon (CV%) menor a 5% entre las muestras.

2) Especificidad: Se tomaron 20 muestras “blanco” obtenidas de diferentes origenes,
para determinar su TR y evaluar si existen interferentes en este.

3) Limite de deteccién (LOD): Se tomaron 20 muestras fortificadas al nivel del LOD
seleccionado, donde la relacion sefial/ruido debia ser al menos 3:1 aceptando el
parametro si el CV% es menor al 25%.

4) Limite de cuantificacion (LOQ): Se tomaron 20 muestras fortificadas al LOD y se
estimo la desviacion estandar de estas. Al LOD seleccionado, se le sumé 1,64
veces la desviacidon estandar obtenida. Se acept6 el parametro si el LC cumplia

con una relacion sefal ruido minima de 10:1.
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5) Linealidad: Se realizaron 3 curvas de calibracion con 5 puntos de fortificacion
equidistante cada una, donde el punto mas bajo fue el LOD. Se acept6 si el
coeficiente de determinacion R2 era = 0,95 y con un CV% de sus pendientes

menor al 25%.
9. Analisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico descriptivo de las cuantificaciones obtenidas de cada
grupo. Las concentraciones obtenidas se llevaron a una escala semilogaritmica, en un
grafico de concentracion versus tiempo y se realizé un analisis de regresion lineal de los 3
grupos experimentales, con el fin de estudiar la deplecion del antimicrobiano en las

deyecciones de los distintos grupos.

Para determinar si existia diferencia en los grupos evaluados segun la distancia aplicada y
segun los dias de muestreo, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA 1 factor) de las
concentraciones obtenidas en el analisis de regresion. Finalmente, se realizé un diagrama

de Tukey para visualizar las posibles diferencias entre las medias obtenidas de cada
grupo.
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RESULTADOS
Verificacidén y confirmacion del método analitico

Tiempo de Retencion y Especificidad

Los tiempos de retencion de sulfacloropiridazina se mantuvieron constantes en los
analisis, logrando tiempos cercanos a los 12 minutos para cada inyeccion. Se realizaron 6
repeticiones de drogas puras y 20 repeticiones de muestras blancos, donde no se

encontraron interferentes en los tiempos de retencién para el analito (Figura Nro. 2).

Figura Nro. 2: Cromatogramas de droga pura, representativo de 6 inyecciones (A),
comparado con muestra blanco (B). Se observa que en los tiempos de retencion de la

droga no existen interferentes en las muestras.

Limite de Deteccién (LOD) v Limite de Cuantificacién (LOQ)

Se determin6 un LOD de 1 pg/Kg considerando que la relacion sefial/ruido fue mayor a
3:1 en esta concentracion y el CV% fue de 0,0% siendo este menor al 25%. Para el
célculo del LOQ, al LOD se le sumé 1,64 veces la desviacion estandar de la
concentracion de las muestras, dando un resultado de 4 pg/Kg, siendo este mayor a la

sefial/ruido minimo requerida de 10:1.
Linealidad

Las 3 curvas de 5 puntos realizadas presentaron un coeficiente de determinaciéon mayor a
0,95. Los valores para las tres curvas fueron 0,985, 0,972 y 0,986 (Figura Nro. 3). El CV%

de las pendientes de las curvas fue 11,36%, menor al 25%.
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Figura Nro. 3: Linealidad. 3 curvas (a, b y c¢) de 5 puntos, sus coeficientes de

determinacion son mayores a 0,95.
1. Determinacién de las concentraciones residuales de SCP

Para cada dia de muestreo se calcul6 el promedio y desviacion estandar de las muestras

analizadas.

Grupo A (grupo tratado)

En el primer muestreo, es decir 3 dias post tratamiento, se encontraron concentraciones
de alrededor de 300 ug/Kg, lo que se encuentra sobre el LOQ (4 ug/Kg), luego al segundo
muestreo estas concentraciones disminuyeron a 74 ug/Kg. El tercer muestreo hubo un
aumento significativo de las concentraciones, incluso por sobre las concentraciones del
muestreo  N°1, encontrandose un promedio de 718 ug/Kg, posteriormente las
concentraciones disminuyeron en el muestreo 4, encontrandose bajo el LOQ (4 ug/Kg),
pero aumentaron nuevamente en el muestreo N°5 a una concentraciéon 26 ug/Kg.
Finalmente, en el sexto muestreo estas concentraciones se encontraron bajo el limite de
deteccion por lo que se establecieron como N/D (no detectable) (Tabla Nro.1). En la

Figura Nro. 4 se observan los graficos descriptivos de las concentraciones del grupo A.

Tabla Nro. 1: Concentraciones de SCP en heces de pollos Broiler pertenecientes al grupo
A (grupo tratado) medidas en pg/Kg, distribuidas por dias de muestreo. N/D: No
Detectable; N/A: No Aplica.
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Dia 3 post

tratamiento

Dia 6 post

tratamiento

Dia 9 post

tratamiento

Dia 12 post

tratamiento

Dia 15 post

tratamiento

Dia 18 post

tratamiento

Muestra 293,65 77,12 549,18 19,33 26,17 N/D
1

Muestra 298,85 76,37 734,88 18,40 27,52 N/D
2

Muestra 314,45 70,06 870,45 18,13 25,83 N/D
3

Promedio 302,316 74,518 718,171 18,623 26,507 N/A
conc.

Desv. 10,82 3,87 161,28 0,63 0,89 N/A
Estandar

CV% 3,58 5,20 22,46 3,38 3,37 N/A
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Histograma concentraciones Grupo A Boxplot concentraciones Grupo A
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Figura Nro. 4: Gréficos descriptivos de las concentraciones del grupo A (grupo tratado).

Histograma (izq.) y Boxplot (derecha).

Grupo B.1 (grupo contiguo)

En el caso del grupo B.1, las concentraciones comenzaron bajo el LOQ (4 pg/Kg) en
1,474 ug/Kg al primer dia de muestreo, manteniéndose a 1,59 ug/Kg al muestreo N°2.
Posteriormente, al dia 9 post tratamiento, muestreo N°3, no se alcanzé a detectar 1 pg/Kg
en promedio, pero al cuarto muestreo estas concentraciones aumentaron a 2,0 pg/Kg.
Finalmente, en el muestreo 5 y 6 las concentraciones se encontraron bajo el LOD,
determinandose que las muestras eran N/D (Tabla Nro. 2). En la Figura Nro. 5 se

observan los graficos descriptivos de las concentraciones del grupo B.1.
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Tabla Nro. 2: Concentraciones de SCP en heces de pollos Broiler pertenecientes al grupo
B.1 (grupo contiguo) medidas en pg/Kg, distribuidas por dias de muestreo. N/D: No
Detectable; N/A: No Aplica.

Dia 3 post Dia 6 post Dia 9 post Dia 12 post Dia 15 post Dia 18 post

tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

Muestra 1,72 N/D N/D 1,87 N/D N/D
1

Muestra 1,35 3,21 N/D 1,87 N/D N/D
2

Muestra 1,35 N/D N/D 2,27 N/D N/D
3

Promedio 1,474 1,598 N/A 2,005 N/A N/A
conc.

Desv. 0,21 1,41 N/A 0,23 N/A N/A
Estandar

CV% 14,55 88,01 N/A 11,52 N/A N/A
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Histograma concentraciones Grupo B1 Boxplot concentraciones Grupo B1
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Figura Nro. 5: Gréficos descriptivos de las concentraciones del grupo B.1 (grupo

contiguo). Histograma (izq.) y Boxplot (derecha).

Grupo B.2 (grupo a 30 cm)

Las concentraciones en el grupo B.2 al primer dia de muestreo estuvieron sobre el LOD
siendo 2,46 ug/Kg en promedio, luego disminuyeron hasta encontrarse bajo el LOD, por lo
que se determinaron como “No Detectables” (N/D), lo que se mantuvo durante el resto de
los muestreos (Tabla Nro. 3). En la Figura Nro. 6 se observan los graficos descriptivos de
las concentraciones del grupo B.2.

Tabla Nro. 3: Concentraciones de SCP en heces de pollos Broiler pertenecientes al grupo
B.2 (grupo a 30 cm) medidas en ug/Kg, distribuidas por dias de muestreo. N/D: No
Detectable; N/A: No Aplica.

Dia 3 post Dia 6 post Dia 9 post Dia 12 post Dia 15 post Dia 18 post
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tratamiento tratamiento tratamiento

tratamiento

tratamiento

tratamiento

Muestra 2,46 N/D N/D N/D N/D N/D
1

Muestra 1,72 N/D N/D N/D N/D N/D
2

Muestra 3,21 N/D N/D N/D N/D N/D
3

Promedio 2,464 N/A N/A N/A N/A N/A
conc.

Desv. 0,74 N/A N/A N/A N/A N/A
Estandar

CV% 30,14 N/A N/A N/A N/A N/A
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Figura Nro. 6: Gréficos descriptivos de las concentraciones del grupo B.2 (grupo a 30 cm).
Histograma (izq.) y Boxplot (derecha).

2. Magnitud de contaminacion de residuos de SCP

Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar si las muestras distribuian de forma
normal, donde se estableci6 un valor de significancia de 0,05. En el grupo A, la prueba dio
un p-valor de 0,0001573 < 0,05; en el grupo B.1, la prueba dio un p-valor de 0,01429 <
0,05 y en el grupo B.1, la prueba dio un p-valor de 0,000005729 < 0,05. Por lo que,

ninguna de las concentraciones de los grupos experimentales distribuye de forma normal.

Luego se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA 1 factor) de las concentraciones
obtenidas en los 3 grupos experimentales. Donde se estimé si hubo diferencia entre los
grupos en cuestion. En este analisis el p-valor fue de 0,000514, por lo que al ser menor al
valor de significancia (0,05), se rechaza la hip6tesis nula (HO), estableciendo que las
medias de las concentraciones entre l0s grupos no son iguales. Posteriormente, para
tener una mejor visualizacion de la situacion, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA 1
factor) entre los grupos centinela (B.1 y B.2), donde el p-valor fue de 0,207 siendo este
mayor al valor de significancia, por lo que en este caso se acepta la HO, estableciendo
qgue no hay diferencia entre las medias de estos 2 grupos.

Para visualizar las diferencias entre las cinéticas de los datos obtenidos, se realizé un
Diagrama de Tukey, en el cual se aprecia que existe una diferencia negativa entre los
grupos 2-1 vy los grupos 3-1, pero que el intervalo 3-2 pasa por el punto 0, indicando que

no hay diferencia estadistica entre ellos (Figura Nro. 7).

*grupo 1 corresponde al grupo A; grupo 2 corresponde al grupo B.1; grupo 3 corresponde

a grupo B.2.
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Figura Nro. 7: Diagrama de Tukey de las concentraciones de los grupos. Intervalo de
confianza 2-1 corresponde al intervalo entre grupos B.1-A, intervalo 3-1 corresponde al

intervalo entre grupos B.2-A, e intervalo 3-2 corresponde al intervalo entre grupos B.2-B.1.
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DISCUSION

Las concentraciones residuales de SCP detectadas y cuantificadas en deyecciones de
pollos Broiler en los 3 grupos experimentales de este estudio, presentaron una cinética de
deplecién de sus concentraciones, desde el término del tratamiento, siendo esta erratica
en al menos un muestreo en los grupos A y B1, con concentraciones mayores a las
indicadas por el modelo cinético calculado. En el grupo A, se encontr6é que el 3er dia de
muestreo existieron concentraciones mayores al promedio del ler dia, no siendo
compatible con el modelo cinético tedrico presentado en la ecuacion de la recta de la

deplecion calculada.

Esta fluctuacién en las concentraciones se podria explicar debido a distintos factores
presentes en este estudio, donde el ambiente y el comportamiento normal de las aves
cumplen un rol principal, debido a que estos animales realizan bafios de polvo y aletean,
lo que provoca levantamiento de materia organica presente en los corrales,
diseminandose por el ambiente productivo, el cual abarca animales, camas y estiércol, lo
gue puede provocar un ingreso o en el caso del grupo en tratamiento, un reingreso del
medicamento a los animales (Bos et al., 2003). A su vez, puede existir una recirculacion o
reabsorcion del medicamento administrado, lo que provocaria una reaparicion de los
residuos en sus deyecciones a concentraciones erraticas o fuera de la cinética de

deplecion general (de Assis et al., 2016).

En el caso de los grupos B.1 y B.2, los cuales no fueron tratados con SCP, de igual
manera hubo deteccidn del residuo en las deyecciones de estos animales, lo que podria
estar asociado a distintos factores. La excrecion de la molécula de SCP a partir de los
pollos tratados, es lenta y puede variar entre el 45 al 96%, lo que permite su constante
eliminacion desde el individuo hacia el ambiente, aportando mas residuos del principio
activo al lugar de crianza de los animales. Por otro lado, las sulfonamidas tienen un
tiempo de degradacion del 90% del AM en suelos de hasta 38 dias, por lo que tienen una
gran persistencia en el medio ambiente productivo, siendo esta la potencial via de
diseminacion de este AM a estos grupos centinelas de pollos, los cuales se encontraban
en la misma zona experimental, asociandolo ademas a las conductas propias de la

especie (Peng et al, 2016; Sumano y Gutiérrez, 2010; Berendsen et al., 2018)

Esta excrecion de AM a partir de tratamientos ha llevado a realizar diversos estudios (Hu
et al., 2008; Hou et al.,, 2015; Karci y Akmehmet, 2009) en los que se han tomado

muestras de estiércol de planteles avicolas y se han detectado concentraciones de AM de
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distintas familias, incluyendo la SCP. En todos estos estudios se asume que estos
residuos de AM provienen de tratamientos farmacoldgicos previos en los planteles, lo que
es concordante con el presente estudio, ya que la molécula es excretada a partir de los
individuos tratados, permaneciendo en el ambiente y diseminandose en este por
movimiento de individuos, aleteos, bafios de polvo y/o corrientes de aire (Conde-Cid et al.,
2018).

Se encontraron residuos de SCP en heces hasta el dia 15 post tratamiento en el grupo A.
En un estudio anterior (Pokrant et al., 20212), en el cual se administraron individualmente
5 AMs (oxitetraciclina, enrofloxacino, florfenicol, tilosina y sulfacloropiridazina) se
determinaron concentraciones de SCP sobre el LOQ hasta 30 dias post tratamiento,
utilizando la misma dosis y via de administracion del presente estudio. Estas diferencias
en los tiempos de deplecién de la molécula en deyecciones se podrian explicar por
contaminacién entre los grupos, habiendo interacciones de la SCP con los otros AMs, lo
que podria alterar su farmacocinética. La interaccion entre AMs puede afectar diferentes
pardmetros farmacocinéticos de la molécula como la absorcion de ellos, su
biodisponibilidad, su metabolizacién, distribucién y en su excrecion. Esto es debido a que
puede cambiar la microbiota del sistema o el pH gastrointestinal, cambiando tanto su
absorcion como su biodisponibilidad, lo que finalmente afecta la excreciéon de ellos (Pino
et al.,, 2018). Ademas, la condicion individual de a quienes se les administran estos
medicamentos puede influir en su farmacocinética y farmacodinamica como, por ejemplo,
la deshidratacion por presencia de diarrea, la cantidad de tejido adiposo que contiene el
animal, la cantidad de proteinas para la unién de ciertos medicamentos, la diferencia de
alimentacién o la alteracion del sistema enzimatico para metabolizarlos. Todo esto puede
influir en que la molécula haya tenido un mayor tiempo de depleciéon en deyecciones, que

en el presente estudio (Pino et al., 2018).

Para el analisis de varianza (ANOVA) calculado, se obtuvo un p-valor de 0,000514, con
un valor de significancia de 0,05, por lo que se determin6 que los grupos experimentales
no son iguales. Al realizar un segundo andlisis, esta vez tomando solo los grupos B.1y
B.2, se obtuvo un p-valor de 0,207, con el mismo valor de significancia, el fin de este
segundo andlisis era determinar si existia diferencia en la diseminaciéon a las distintas
distancias. Por lo que, finalmente se estimé que el grupo A es el tnico con una diferencia
significativa de las concentraciones de SCP y respecto a la diseminacion, no hay

diferencias estadisticas bajo los 30 cm de distancia del grupo en tratamiento.
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CONCLUSION

Se detectaron concentraciones de SCP en las deyecciones de los 3 grupos
experimentales, donde los valores para el grupo A tuvieron un maximo de 870 pg/kg y
perduraron hasta aproximadamente el dia 15 post tratamiento, mientras que los del grupo
B.1 y B.2 oscilaron entre 1 y los 3 ug/Kg, perdurando hasta el cuarto y el primer dia de

muestreo, respectivamente.

Las concentraciones obtenidas en este estudio demostraron que, existe diseminacion
ambiental de SCP desde las deyecciones de un grupo de pollos Broiler tratados con ella,
hacia grupos de pollos centinelas, los cuales no habian sido tratado y se encontraban a

distintas distancias del grupo en tratamiento.

El estudio estadistico realizado indic6 que hay diferencias entre las concentraciones de
los 3 grupos experimentales, pero que no hay diferencia significativa entre las distancias
aplicadas, es decir, que la diseminacion de SCP ocurre de igual manera en animales que
se encuentran en corrales contiguos como los que se encuentran a 30 cm del grupo en

tratamiento.

Se concluye que la sulfacloropiridazina se puede diseminar por el ambiente productivo,
entendiéndose este como “todo estiércol, cama, alojamiento u otros animales presentes”
(Bos et al.,, 2003), pudiendo ser ingerido por animales en el mismo plantel y
posteriormente ser excretado por esto, aportando al ciclo del antimicrobiano en el

ambiente.

Es recomendable realizar futuros estudios con respecto a la distancia que puede alcanzar
la diseminacién de la SCP en el ambiente y asi determinar una distancia en la que se
asegura gue no se detectaran residuos del AM en cuestion. A su vez, se deberian
desarrollar medidas de contencién y prevencién relacionadas a la diseminacién de
residuos de AMs y mantener una vigilancia activa de ellos dentro de los planteles
avicolas, aportando asi a mantener la inocuidad de los productos derivados de la

industria.
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ANEXOS

Anexo N°1: Certificado del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
de la Universidad de Chile.
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Santiago, 22 de abril de 2022
Certificado N®: 22551 = VET = UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que en
el Protocolo 5-2022 del Proyecto de Investigacion titulado *“Diseminacion de residuos de
antimicrobianos hacia el entorno de animales productores de alimentos y sus riesgos asociados: Un
estudio comprensivo de un peligro emergente en un sistema productivo intensivo”, de la
investigadora Dra. Javiera Cornejo, Profesora Asociada, Departamento de Medicina Preventiva Animal,
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de Ia Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus
procedimientos que contravengan las normas bioéticas de manejo y cuidado de animales. Asi mismo, la
metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de la Universidad de Chile.

La investigadora se ha comprometido a Ia ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
senaladas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, 3 mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa aprobacion por parte de este
Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 160 pollos broiler, genética Ross 308, provenientes de
Agricola Chorombo S.A. y Agrosuper, desde el 2 de mayo del 2022 hasta el 30 de abril del 2024,
tiempo estimado de ejecucion del estudio, el cual serd financiado por el proyecto FONDECYT Regular
N*® 1220520.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de investigacion y Desarrollo, y esta
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios),
¥y 9 miembros no asociodos a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética
relacionada a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacion
del “Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de
los investigadores de las observaciones exigidas por el Comité.
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Claudia Delgado Acevedo Dr”Emilio Herrera Videla
Directora Ejecutiva ", Presidente
CICUA -VID . CICUA-VID
Universidad de Chile Universidad de Chile

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de Investigacién y Desarrolle (VID) — Universidad de Chile
http://www.uchile.cl/portal/investigacion/152120/comite-institucional-de-culdado-y-uso-de-animales-cicua
emall: coordinador.cicua@uchile.d
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Anexo N°2: Certificado de Bioseguridad.

% Universidad de Chile

infavet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pe

CERTIFICADO N° 177

Santiago, 05 de abril de 2022.-

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciendias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile ha revisado el proyecto Fondecyt Regular N°1220520.
“Diseminacion de residuos de antimicrobianos hacia el entorno de animales
productores de alimentos y sus riesgos asociados: Un estudio comprensivo de
un peligro emergente en un sistema productive intensive®, cuya investigadora
responsable es la Dra. Javiera Cornejo Kelly, académica del Departamento de Medidna
Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile,

La evaluacion del dtado proyecto permite acreditar que las normas de bioseguridad que
se encuentran descritas en el documento, son las adecuadas segin las especificaciones
contenidas en el “Manual de Mormas Bioseguridad y Riesgos Asociados Fondeoyt —
COMICYT, version 2018 y en el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de la
Organizacion Mundial de la Salud (version 2005)", que previensn los riesgos para las
personas, los animales y el medioambiente.

Se otorga el presente documento a solicitud de la interesada, para los fines gue estime
conveniente.

Atentamente

Igs glzarru Lucero
inador

‘ CuranE de Bioseguridad

FAVET — Universidad de Chile
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